三次元マルチスケール操作を用いたオンチップ限定空間における細胞計測 by 新井  史人
三次元マルチスケール操作を用いたオンチップ限定
空間における細胞計測
著者 新井  史人
URL http://hdl.handle.net/10097/39587
・■・二、
????㌦
???
JT・・‾・．諾・
▼ポ■
二二．ご、、‾
一・　1・ヽ ここ・、　　　　　　二　一、－－1㌦ィ＋一二一∴し、一一、一一一
．．／一一一一・一、二‘
虜　‾＿′√、．・．．．＿　‾／　‘‾
一一■‘－t㌔h J′1Jt　‾
＿一　　　ノー　　一一
い一・JJT∴　　■′
一、▲　一、
‾「－，
・一二・一一一一一・一‾一　一一・．・　一一－－ヽ－1
←′‾　　　　＿、、－．ごJ
J　．－r t、＿－、一　・
一、ノー、
三次元マルチスケール操作を用いた
オンチップ限定空間における細胞計測
、　　＼、
ヽ、
－‾　‾ヽ■　■、‾
、ヽ、
課題番号17360113
平成17年度～平成19年度　科学研究費補助金
（基盤研究（も））研究成果報告書
平成‾20年3月
研究代表者＿　新　井　史　人
東北大学大学院工学研究科　教授
三次元マルチスケール操作を用いた
オンチップ限定空間における細胞計測
課題番号17360113
平成17年度～平成19年度　科学研究費補助金
（基盤研究（B））研究成果報告書
平成20年3月
研究代表者　　新　井　史　人
東北大学大学院工学研究科　教授
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本研究では細胞の機能とその仕組みを解明するため，細胞が環境中の外部刺激に対してどう反
応し，どう状態を変化させるのかを計測するためのシステムの基盤技術に関して研究を行った．
主な研究項目を以下にまとめる．
（1）三次元レーザマニピュレーション：細胞などの対象物を三次元空間で操作し，目標物を高
速で操作するための三次元レーザマニピュレーションを実現する．
（2）マイクロツールによる三次元操作：各種マイクロツールを考案して製作し，マイクロツー
ルの三次元制御により対象物を間接操作する技術基盤を確立する．
（3）オンチップ限定空間形成：マイクロチャネル内にフォトリソグラフイによってパターンニ
ングした限定空間を形成し，その内部で細胞の特性を評価することが可能な実験系を構築する．
（4）三次元マルチスケール操作を用いたオンチップ限定空間における細胞計測：三次元レーザ
操作とバイオチップ内部の流体制御を組み合わせて，Ⅱ皿スケールからnmスケールにわたるマル
チスケール操作システムを構築する．バイオチップ内部に限定空間を構築し，ここに細胞を搬送
し細胞の変化を長時間にわたって安定して計測できるようにする．
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第1章　光ピンセットによる微粒子の三次元‘自由度操作
1．1序論
較微鏡下において細胞や遺伝子など微小な対象物に物理的操作を加える作業には，従来から機
械式のマイクロマニピュレータが多く用いられてきたが，その操作には繊細で熟練した技術を必
要とする．そのため作業効率は低くマニピュレーションの失敗の原因となっている．細胞のよう
に壊れやすく微小な対象を操作するには，接触型のマイクロマニピュレータでは操作が困難なだ
けでなく，損傷を与える危険性が存在する．また，外乱を抑制するためには閉じた空間での操作
が望ましい．そのため，対象物に損傷を与えることなく，閉じた空間で対象物を移送・分離・融
合することが可能な非接触マニピュレーション技術の開発が望まれている．
これに対して，レーザを用いたマイクロマニピュレーション（光ピンセット）は，レーザの焦
点に力を生じるため，焦点中心での操作が可能であり，マイクロサイズの一菌体操作に適してい
る［11．また光トラップされたマイクロツールを用いて細胞を間接的にレーザ操作することで，細
胞への直接的なレーザ照射を回避できる［2］．我々は，これまでにこのような間接レーザ操作によ
り，鹿微鏡の焦点面において細胞の位置制御や焦点面内での回転操作を行ってきた［3］，［4］．しかし，
ある集団からのある特定の対象を選んだり，核移植や細胞の解剖操作においては，対象物の位置
と姿勢の三次元6自由度操作ができることが望ましい．
そこで本章では，将来，細胞への応用を念頭に置き，微粒子の位置・姿勢を任意に制御するこ
とを目的として，光ピンセット及びマイクロツールを利用して微粒子の位置・姿勢の三次元6自
由度操作手法を提案する．また，新たにクエット流れを利用したまったく新しい非接触姿勢制御
手法についても提案する．
1．2従来研究
細胞などを閉空間で操作する非接触マニピュレーション技術としては，誘電泳動力や光ピンセ
ットを利用したものがある．このうち，誘電泳動力を用いた手法は三次元6自由度の操作が可能
であるが［5日6］，細胞を操作するのに電場を用いており，場に存在するすべての細胞に誘電泳動力
が加わるため，任意の細胞のみを選択的に操作・回転させることは困難である．このため，狙っ
た単一細胞を操作対象にする用途には不向きといえる．
一方，光ピンセットは細胞を個別に操作する用途にはむいており，位置制御に応用した例は多
数報告されている［1］．特に最近では光ピンセットによる三次元操作に関して注目が集まっている．
例えば空間光変調を用いた手法などが提案されたが，これは焦点面とレーザ操作面を連動させて
操作するものではないため，実用的とは言いがたい．また，この手法では三次元空間での位置制
御は可能であるが，姿勢制御に関しては報告がなされていない．
→方，我々はレーザを直接細胞に当てることを回避するために，マイクロツールを用いた間接
レーザ操作に関して研究してきた［2］．一般的によく使われている光ピンセット操作では対象物に
直接レーザを照射して操作するため，操作対象となる細胞への熱損傷などが危惧される．この間
題を解決する手法として，対象とは別のものをレーザトラップし，これを用いて目的の対象を間
接的に操作することを提案した．この操作における中間媒体のことを“マイクロツール’，と呼んで
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いる．また，高速に一本のレーザをスキャンすることによって離れた複数の点を同時にレーザト
ラップし，さらにそれらの点を適切な速度によって個々に同時に動かすことにより，複数並行搬
送レーザマニピュレーションを実現することができる．これを仙同期型レーザマイクロマニピュレ
ーション（SynchronizedI．aserMicromanipulation：SLM），，と呼ぶ【3］，［4】．SLMを用いて細胞内部の離れ
た2点をトラップし回転すれば，細胞の姿勢を制御することが確認できたが，直接レーザ照射を
避けたい場合には利用できない．そこで，マイクロツールをSLMにより軌道制御し，細胞を挟ん
で回転すると，細胞へ直接レーザを照射せずに細胞の姿勢制御が可能であった．これまで顕微鏡
の焦点面内での二次元的な操作を実現したが，姿勢制御を含めた三次元操作は行っていなかった．
1．3三軸位置制御システム
本研究で用いたシステムをFig．1．1に示す．観察には，NAl．35，100倍の油侵対物レンズを組
み込んだ倒立願微鏡で明視野観察を行う．照明にはハロゲン光源を用いた．操作のためのレーザ
にはNd：YVO41aseremission（1064nm，COntinuouswave，Max：4．98W）を用いる．X－Yステージと対
物レンズ（Z軸）はステッビングモータにより粗動させることができる．また，ガルバノミラー
の角度をDCモータで制御することでレーザを二次元走査することができる．
本研究ではさらにレーザのZ軸方向の走査のため，対物レンズピエゾステージ（PIFOC
P－721（PI－Polyec））を導入し，コンピュータにより制御できるように改良した．これにより，ステッ
ビングモータでは実現不可能であったレーザのZ軸方向の高速な微動が可能となり，ガルバノミ
ラーと組み合わせて三次元的にレーザの焦点位置を制御し，3DSLMが可能となった．この結果，
焦点面と操作面を連動させて微粒子の三次元的な操作が可能となった．
入＝1064nm，
P（Mll津司．9掃Il‘
ヽd：＼lHJl」ヽl・r
Fig・1・1Schematicdiagramofopticsfor3Dlaserman1pulation
1．4三軸位魔制御臭験
l叫mのポリスチレンビーズ1個の位置を三次元的に操作した．Fig．1．2では二次元的にピント
面内を四角形状に動かすと同時にZ軸方向に上昇させた様子である．観察面は操作対象と連動し
ている．底面に置かれたビーズ（写真右上）により，対象の高さの変化が確認できる（Z軸の初
期値はトラップする前のビーズの焦点面とする）．ただし，高さによってレーザ焦点と観察面とに
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多少ずれが生じることが分かっている．これは光学系により調整可能である．また，マイクロツ
ールを利用して間接的にZ軸方向に操作することも可能である．
（dosec（Z＝0Pm）　　仏）lsee（Z＝叫m）
（e）28ee（Z＝10pm）　（心3see（Z＝15Pm）
二　　　＝
10pm
Fig・1．2ExperimctltOf3Dposidoncontrolofpolystyrenebead
1．5接触を伴う三軸姿勢制御
1．5．1接触による間接姿勢制御法　従来SLMとマイクロツールを用いた間接的な姿勢制御では，
Ⅹ－Y平面内において対象物をマイクロツールで挟み込み，ピント面内においてレーザを走査する
ことで対象物を二次元的に回転させており，姿勢を三次元的に制御することは不可能であった【31．
本研究では対象物の三次元的な姿勢制御も可能な操作手法を実現する．
Fig．1．3には2つのマイクロツールを用いて間接的に対象物を回転する場合の概念図を示す．こ
こでマイクロツールに与える軌道はいろいろ考えられるが，例えば，Fig．1．4のように円形のツー
ルを対象物に接触させて円軌道上を制御する方法が考えられる．これは3DSLMによって，左右
の独立したレーザ焦点軌道を生成することで実現できる．
T吋
Fig．1．3Conceptofa血tudecontrol
Fig・1・4Laserscannmg叫jectow
Microtool
Fig・1．5Schcmaticof3Da鵬tudecontroluslngmicrotooIs
1．5．2回転条件と回転速度　マイクロツールを三次元軌道上で操作し対象物を回転させる際，トラ
ップしているマイクロツールのスキャン軌道と対象物との位置関係が問題となる・すなわち，Fig．
1．4のようにマイクロツールと対象物とがレーザの光軸に対し重なるとき，マイクロツールのトラ
ップが対象物へと移動してしまうため姿勢制御が行えなくなる．これを避けるためには，スキャ
ン軌道の変数であるAOはFig．1．5より式（1．1）の条件を満たす必要がある．
（㌔十㌔）00SAβ＞㌔＋竺F　　　　　（1．1）
刀■
ここでち，屯はそれぞれ対象物，マイクロツールの半径であり，右辺第2項はレーザスポット径の
半径を表し，九はレーザ波長，Fは口径比である．
また，対象物をツールの接触により回転させるとき，ツールに働く抗力は，流体の流れによる
影響が無視できるとすれば，式（1．2）で与えられる．
′＝〝・gA′・＋6叩；F・α（ゐ）＋8叩；2・の＋ム　（1．2）
ここで，Pはビーズと対象物の摩擦係数，Kはレーザトラップの光バネ定数，血は押し込み量，V
はツールの速度，咄）は底面からの影響係数，もはブラウン運動による影響であり，ここではも
は十分小さく無視できるとする．これより，マイクロツールを用いて接触させて対象物を回転さ
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せることが可能な条件は式（1．3）で表される．
g・2（㌔十㌔）△β＞′（㌔≦2（㌔＋㌔）△β）
g・㌔＞′　　　　（㌔＞2（㌔＋㌔）△β） （1．3）
ただし，ここではKがビーズの端で最大となると仮定した．
以上の条件を満たした場合，マイクロツールをFig．1．4に示す軌道で動かした時，流体の流れに
よる影響が無視できるとすれば，対象物の回転速度のは式（1．4）で表される．
の＝2△β・
2′急＋2（㍍＋ち）・2△β
（1，4）
ここで，対象を¢12岬lのビーズ，マイクロツールを¢10匹lのビーズとして，回転速度のと回
転条件を見積もる．各式にrs＝5トLm，r。＝6Pm，入＝1．064岬1，F＝0．74，Ⅴ＝47．39p血S，rd＝4叩1，い＝0．1，
△FO．lllm，K＝10．1pN小mを代入すると，
0＜△β＜0．88　rad，0＜のく1．55　radノS　　　　（1，5）
となる．ただし，ビーズと対象物の摩擦係数Hの正確な計測は困難であるため，ここでは暫定的に
与えた．
1．6接触を伴う三軸姿勢制御実験
1．6．1観察面内での回転制御　導出した理論回転速度のを実験的に検証するため，マイクロツール
としてい0HmのポリスチレンビーズにFig．1．4に示すような軌道を与えて，¢12匹1のビーズを
観察が容易なⅩ－Y平面（二次元）で回転操作実験を行った．回転角△0に対する回転速度のの理論
値と実験値の比較をFig．1．6に示す．ここで，回転させる対象物として，光硬化性樹脂（ENTP）
【7］の中に¢500mmビーズを中に入れ，紫外線により硬化したい2トmのビーズを用いた．
Fig．1．6では理論値と実験値との間に大きな違いが生じている．この理由として，マイクロツー
ルと対象物がしっかりと接触していないことが原因として考えられる．また，マイクロツールが
しっかりと接触して対象を回転していたとしても，マイクロツールが非接触の状態で接触点に再
び戻る過程において対象物の逆回転が生じており，対象物のトータルの回転量が減少しているこ
とも誤差の原因となっている．
この逆回転現象を実証するために，Fig．1，7にはマイクロツールを常に非接触の状態で回転した
場合の様子を示す．このように，非接触状態でも対象の回転は生じており，巨2secから巨3sec
への画像を見ると対象物が約0，12rad逆回転していることが確認できる．つまり，マイクロサイ
ズの物体には，水の粘性力が大きな影響を与えていることがわかる．非接触状態での回転であっ
ても，水の粘性力により，離れた位置でのマイクロツールの移動の影響が水の粘性によって対象
物へ伝わり，結果的に対象物を回転させる力が働いている．これは，クエット流れと呼ばれる非
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圧縮流体における壁面速度の伝播により発生する粘性力と同様に考えられる．
そこで・この粘性力の影響による逆回転の影響を・ツールとの距離を変化させることで確認し
たものをFig・1・8に示す・これは・レーザスキャン軌道一周期あたりのマイクロツールの接触角
△0と対象物の回転角A¢との関係を・ツールとの対象物との距離rd（Fig．1．4）をいろいろ変えて計
測した図である・ツールと対象物の距離rdが増えるにつれて，実験値が理論値に近づくことがわ
かる・これは距離の増加によってクエット流れの影響が減少するためと考えられる．
以上により・非接触状態においても水の粘性による効果を解析において考慮するにより，より
厳密な理論回転速度見積もることが可能になると考えられる・このようなクエット流れの影響を
考慮した解析は今後の課題とする．
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1．‘．2観象面内の軸周りの回転制御　次に，観察面内の軸周り（Xまたはy軸）の対象物の回転を
行う．ガルバノミラーと対物レンズを駆動するPZTアクチュエータとを同期させることで，対象
物を回転させるのに必要なレーザ軌道を生成する．ここではZ軸方向のスキャン幅は1－1．5mm
程度で調整した．尚，実験に用いた回転対象物，マイクロツールは1．6．1の場合と同様である．
Fig．1．9に実験の様子を示す．画像より対象物の中に入れたナノビーズの焦点がずれなおかつ
位置が変化していることがわかる．これにより，提案した手法に基づけば，観察面内の軸周りに
おいても対象物が回転できることがわかった．また，対象物の三次元での姿勢制御の可能性が示
せたといえる．
現状では姿勢変化による三次元の位置のずれを二次元の観察画像から判断しているので，回転
角度・回転速度などの定量的なデータを得るのは困難であり，今後新たな光学系の導入や画像処
理などによる観察系の改善が必要であることは明白であるが，この間題は既存技術の組み合わせ
により解決可能と考えている．
Ta噂81
（a）hitialstatc：Osec，Tbpview（1C食）andsidevicw（right）
；∫了＝●・ヰ
二　■鞠■∴一‾ 恕
O））hternediatestate：60sec，Tbpview（le負）andsideview（right）
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（C）Finalstate：180sec，Tbpview（le氏）andsideview（right）
Fig．1．9Experimentof3Daはitudecontrol
（a）Osec 匝）2sec
Fig・1・10ExperimentofnoncontactrotationuslngSlnglemicrotool
1．7流体力を利用した非接触姿勢制御
1．5では対象物を挟み込んで接触により回転トルクを与えていたが，実際の細胞のように必ずし
も球形でないものを対象とする場合では，複数のマイクロツールを適切な位置に保つのが極めて
困難となる．また，数Pm程度の対象物を回転させる場合では，マイクロツールをトラップしてい
るレーザに対象物が巻き込まれてしまう可能性がある．そのため，新たにクエット流れで生じる
流体力を利用して非接触で対象物の姿勢制御を行うことを試みた．流体力を利用する方法は，マ
イクロツールで対象物を挟み込む必要がないため，イースト菌のように非球形でサイズが比故的
小さい対象に対しても安定して姿勢制御することが可能となる．
ピント面の二次元平面において，対象物を中心としてある一定の半径で非接触状態を保ったま
まマイクロツールを回転させた結果をFig．1．10に示す．実験にはマイクロツールにl旬Inのポリ
スチレンビーズを，回転対象にはイースト菌を用いた．
Fig．1．10に示すように，1つのマイクロツールのみを非接触で動かすことによっても対象物に回
転が生じることが確認された．Fig．1．10の条件では，マイクロツールの回転速度1．16m〟Sに対し
て，イースト菌の回転速度は0．羽rad／Sであった．また，マイクロツールの操作速度や対象物と
の距離を変化させることで回転速度を変化させることも可能であり，流体力を用いた手法によっ
ても安定した姿勢制御が可能であることがわかった．Fig．1．10の結果はピント面での回転操作で
あるが，本手法は本質的に三次元の姿勢制御に拡張できると考えており，詳細に関しては今後の
課題とする．
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1．8まとめ
本章では，微粒子の三次元位置・姿勢制御を光ピンセットにより行う方法を提案した．ガルバ
ノミラーと対物レンズ駆動PZTアクチュエータを用いた三次元レーザスキャンにより3DSLMの
ための実験系を構築し，三次元6自由度制御の可能性を示した．マイクロツールの軌道を変化さ
せることで対象物の回転速度が変化することを確認した．さらにマイクロツールが対象物と非接
触の状態でも回転が生じることを実験的に示し，マイクロツールと対象物の距離を変化させるこ
とで回転効率が変化することを実験的に示した．このようにクエット流れを利用して微小物体の
姿勢制御が可能であることを実証したことは世界的にも初めてであり，流体力を利用したまった
く新しい非接触制御技術の可能性を示せたといえる．
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第2章　機能性ゲルマイクロツールを用いた脂質ナノチューブの水中ハンドリング
2．1序論
バイオテクノロジーの発展に伴い，細胞の機能解明や特性評価を目的とした単一細胞実験の重
要性が増している．特に近年では細胞1個体内での特定物質の濃度分布，応力計測や，細胞周り
の局所環境制御等が求められるようになってきた．これまで単一細胞を扱う技術として，光ピン
セットが用いられてきた．光ピンセットはレーザ焦点中心に微粒子を補足し，操作することが可
能であり，マイクロサイズの一菌体操作を閉空間にて非接触的に行う際に適した手法である【11．
しかし，一般の光ピンセット操作では対象物に直接レーザを照射して操作するため，操作対象
となる細胞への熱損傷などが危惧される．これを解決する手段として，我々は光トラップされた
マイクロツールを用い細胞を間接的に操作することで，細胞への直接的なレーザ照射を回避して
いる．これまでにこのような間接レーザ操作により，顕微鏡の焦点面において細胞の位置制御や
焦点面内での回転操作を行ってきた．また，高速に一本のレーザをスキャンすることによって離
れた複数の点を同時にレーザトラップし，さらに，それらの点を適切な速度によって個々に同時
に動かすことにより，複数の対象物を軌道に沿って操作した．これを山同期型レーザマイクロマニ
ピュレーション（SynchronizedLaserMicromanipulation：SLM）’’と呼んでいる［2］．
近年，大きさ数トm程度の細胞の内部での計測や局所環境制御が求められている．これにはナノ
スケールの物体をツールの素材として用いるのが適当である．我々はナノ材料の一つとして，外
径約数百nmの脂質ナノチューブを考えた【3］．脂質ナノチューブの水溶液中での操作は光ピンセ
ットにより可能であるが，これまで三次元空間での操作は困難であった．そこで，今回，機能性
マイクロツールとして疎水性光硬化性樹脂の微粒子をツールとして使用し，脂質ナノチューブを
光ピンセットで三次元的に操作する手法を提案する．
微小物体の三次元操作を行う技術として，光ピンセットを用いて様々な研究が行われたが，そ
の中でも位相変調装置を用いた方法は操作速度に難があるものの多点同時操作を可能としている
［4－61．しかし，本研究においては，多量の操作点を有することより，高速操作を重視することに
した．このため，これまで研究実績のある，SLMを三次元に拡張した3DSLMを用いた．3DSLM
は対物レンズ駆動アクチュエータを組み込むことですでに実証済みである［7］．脂質ナノチューブ
のような棒状の微小物体を精度よく姿勢制御するためには，3D SLMが有効であるが，顕微鏡の
焦点面に対して垂直方向にレーザをスキャンすると，画像の合焦点も変化するため，観察が困難
になるなどの問題が生じた．そこで，本研究ではカメラのシャッタータイミングを，レーザスキ
ャンに同期させることによりこの間題を解決したので以下に説明する．
2．2機能性マイクロツール
光ピンセットはレーザ焦点に力を生じるため，細胞など生体組織に熱による損傷を与える危険
性がある．我々が用いているのは，波長1064mmのレーザであり，一般的に生体組織内の水分に
吸収されにくいため，問題がないとも言われるが，直接照射は避けることが望ましい．そこで，
我々はマイクロツールを用いることでこの間題を避けてきた．しかし，従来用いてきたマイクロ
ツールは，細胞などの対象物を押したり回転させたりなどの機能しか有しておらず，三次元ナノ
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構造物を組立てるなどの用途には不向きであった．そのため，細胞など微小物体に付着して自由
に操作できるような機能性マイクロツールが望まれる．我々はこのような微小物体操作用の機能
性マイクロツールとして，熱ゲル及び親水性光硬化性樹脂を用いてきた【8，91．今回はこれらの機
能性マイクロツールに加え，疎水性光硬化性樹脂を使用して微小物体の操作を行う．
2．3脂賞ナノチューブ
脂質ナノチューブは，ある種の両親媒性分子が自己組織化して形成したナノチューブであり，
一般的には，二分子膜の単層～多層構造からなる【3】．Fig．2．1に今回用いた脂質分子の構造式を，
Fig．2．2に脂質ナノチューブを光学顕微鏡及び走査型電子顕微鏡で観察した様子を示す・
材料となる脂質分子は親水性部分と親油性部分を結合して作る．水中にこの脂質分子を入れる
ことで，自己組織化現象により親水性部分がチューブの外表面と内表面に並び，親油性部分がそ
の間に存在する構造の脂質ナノチューブが自然に生成される．
このナノチューブは自己組織化でできる三次元構造物であり生物組織のように最小エネルギー
で最大の正確さで製作できる．このためカーボンナノチューブの成長のときのように高価な大型
装置を必要とせず，ビーカー程度の小型装置で室温，常圧，水中という自然の有機材料と同様の
手法で合成可能である．
Fig．2．1StruCturalfbnnu180falipidmolecule
Lipidnanotube
lOllm
（わ（わCal血叩扇ew　（b）SEMdew
Fig．22MicroscqpeⅥeWSOforgmlCnmOtube
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2．4実験システム
本研究で用いたシステムをFig．2．3に示す．観察には，NAl．4，100倍の油侵対物レンズを組み
込んだ倒立顕微鏡で明視野観察を行う．照明にはノ＼ロゲン光源を用いた．操作のためのレーザに
はNd：YVO4hseremiS＄ion（1064nm，COntinuouswavc，Max：4．98W）を用いる．X－Yステージと対物
レンズ（Z軸）はステッビングモータにより粗動させることができる．また，ガルパノミラーの
角度をDCモータで制御することでレーザを二次元走査することができる．さらに第1章と同様
に，レーザのZ軸方向の走査のため，対物レンズビエソステージ（PⅣOCP－721（PI－Polylec））を導入
し，コンピュータにより制御できるようにした．対物レンズピエソステージは，移動距離100lun，
分解能10mm，200g荷重時の共振周波数は190Hzである．これにより，ステッビングモータで
は実現不可能であったレーザのZ軸方向の高速な微動が可能となり，ガルバノミラーと組み合わ
せて三次元的にレーザの焦点位置を制御し，3D SLMが可能となった．この結果，焦点面と操作
面を連動させて微粒子の三次元的な操作が可能にしている【7】．
2．5脂質ナノチューブの水中ハンドリング
2．5．1親水性光硬化性樹脂によるハンドリング　機能性マイクロツールの材料として親水性光硬
化性樹脂（m3400，関西ペイント）を用いた．ENTL3400はポリエチレングレコールのプレポリ
マーを主成分とし，光開始剤と混合して用い，近紫外光の照射により重合し硬化する．ENT3400
は親水性のゲルであり水に混ざるが，電解質を大量に含む溶液を導入すると．塩析によりゲルが
結合し不溶性の液滴，塩析ゲルツールを生成する，液滴の表面は多孔質状であるため細胞に物理
吸着する．生成する塩析ゲルは液滴同士の合体が生じやすく，屈折率は1．42で水の比屈折率の1．33
より大きいため，塩析ゲルをレーザ操作して結合することが可能である．
しかし，親水性光硬化性樹脂に電解質を大量に含む溶液を混合させることで，電解質濃度が変
化すると塩析ゲルの体積の変化が生じてしまう．Fig．2．4は紫外光照射前の塩析ゲルである．図の
ように電解質濃度が高い条件では液滴は大きなものが観察されるが，電解質濃度が低くなると液
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滴は次第に縮小し，消えてしまう．Fig．2．4では飽和NaCl溶液から，徐々に純水が加わったもの
である．
（a）Highdensityelectrolyte O））Lowdensityelectrolytc
Fig．2．4Beforeimdiatingultravioletraystothehydrophilegels
さらに，Fig．2．5は紫外光照射後の塩析ゲルである．Fig．2．4と同様に飽和NaCl溶液から，徐々
に純水が加わったものである．
（a）Highdensityelectrolyte　（b）Lowdensityelectrolyte
Fig．2．5A鮎rimdiatingultravioletraystothehydrophilegels
このような電解質濃度の変化による体積変化だけでなく，高電解質濃度であるため脂質ナノチ
ューブのような微小物体を操作するには比重の違いにより浮上してしまう問題がある．このため，
三次元ナノ構造物の組立て用ツールには向かないと考えられる．
2．5．2疎水性光硬化性樹脂によるハンドリング　2．5．1より，親水性光硬化性樹脂では電解質濃度
変化による液滴のサイズ変化が問題であった．これを解決する材料として，疎水性光硬化性樹脂
（ENTP－4000．関西ペイント）を使用する．ENTP4000は疎水性であり，水と混ぜることで液滴
を生じる．ここで，水に電解質を少量混ぜることで凝析により，液滴同士が結合しやすくなり，
親水性光硬化性樹脂の場合と同様に，容易に合体する（Fig．2．6）．これを凝析ゲルと呼ぶ．
このように，親水性光硬化性樹脂と同様に，目的とする大きさにサイズ調整が可能である．ま
た，電解質を少量しか使用していないので，電解質濃度変化による液滴サイズ変化はほとんど見
られない．
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Fig．2．6Fusionoftwohydrophobicgels（2％KClliquidsolution）
2．5．3親水性光硬化性樹脂による脂賓ナノチューブの操作　以上から，目的とする脂質ナノチュー
ブのハンドリングには，疎水性光硬化性樹脂が適していると考えられる．凝析ゲルはENTP4000
に電解質としてKC12％水溶液を用いて作製した．
（a）ManipulatetwomicrotooIs　　（b）Movingdghtarea
（C）Mo扇ngleRarea　　　　（d）OdenはdoncontroI
Fig・2．7Manipulatlnglipidnanotudewithhydrophobicgels
Fig．2．7のように，凝析ゲルを脂質ナノチューブに付着させることで，安定した操作が行えるよ
うになった．凝析ゲルはサイズ調整が容易であるため，塩析ゲルを用いた操作に比べ，非常に容
易に行うことが可能になった．また，マイクロツールを用いないで直接脂質ナノチューブをトラ
ップした場合，操作速度は15p血S程度であったのに対し，凝析ゲルを用いた場合は15叫血Sで
操作が可能であった．さらに，脂質ナノチューブに付着したマイクロツールは三次元構造物を作
製する際に接着剤の代わりに使用可能である点も利点といえる．
2．‘シャッタータイミング同期による宙像改義
2．5では脂質ナノチューブの操作に疎水性光硬化性樹脂の液清が適していることを示した．単一
の液滴を顕微鏡観察面内で操作することは問題ないが，高速に対物レンズを駆動すると観察面に
プレや振動が生じ，操作・観察が困難となる．このため，脂質ナノチューブのようは棒状物体や
三次元ナノ構造物の構築には改善が必要である．
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2．＆1三次元操作時の画像の乱れ　対物レンズを高速に駆動した場合，レーザの焦点とともに観察
画像の焦点面も変化する．このとき，CCDカメラで撮影を行うと，Fig．2．8で鮮明に画像が得られ
ていないように，観察画像に乱れが生じるという問題が発生する．CCDカメラでは，シャッター
を開放し画像を取り込みはじめてからシャッターを閉じるまでの間に通常1／60秒程度かかる．こ
の間に対象が移動又は対象に対するフォーカス点の変化が起こるとオペレータには“ぶれ’，として
認識される．実際に2つのマイクロビーズ考トラップして上下に高速スキャンした時の画像をFig・
2．8（a）に示す．インターレース方式では1フレームを奇数行（Odd）と偶数行くEvm）の2フィー
ルドに分け，約1／00secごとに交互に取り込んでおり，撮影対象の動きが大きいとインターレー
ス縞と呼ばれる横方向の縞が入ってしまう（Fig．2．8匹））．
これらの間掛はいずれも撮影対象やそれに対するピント位置が動いているためである．従って，
本研究ではシャッタースピードを1／250secに上げてそのタイミングをレーザスキャンと同期させ，
シャッター開放時にはレーザスキャンを停止させることで鮮明な画像を得るという方法を提案す
る．Fig．2．9に特に問題となるZ方向のレーザスキャンとシャッタータイミングの同期の取り方に
ついて概要を示す，
（a）Scamingatdi飴rentheight　　（b）hterlaccstripc
Fig．2．8BlurriJlgln2：aXisrapidscannlng
ZaXis
5kan
CCD Camera
nigger
Video
Out
妄サ馳u鮎Ⅰ・恥ed＞1／100sec
因　1／30sec
Fig．2．9SchematiCofZaxisscanJlmgaJldshuttertiming
2．‘．2実験方法　シャッタータイミング同期による画像改善の効果を確認するため，違う高さにあ
る3つの71皿ポリスチレンビーズをそれぞれ高さZ＝－2，0，＋21mで平行に並進させる実験を行
った（Fig．2．10）．シャッタースピードは1／250secとし，そのタイミングとレーザスキャンを同期
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させた．Fig．2．9にその際の対物レンズビエソステージの位置入力とセンサ信号を示す．ここで，
100msecを一区切りとして3つの高さ入力を繰り返し与えており，この一区切りが終わるごとに
CCDカメラの撮影を行うようにシャッタータイミングを同期させている．さらにこの100msec
の一区切りの入力のうち，はじめと最後の1／6ずつは同じ高さを指示するように入力を与えるこ
とで確実にその高さでの撮影が可能となる．
．■　Z言十王ド皿
．．．．ゑ≡…触m
＝－2Pm
Fig・2・10T両ectoriesof3microbeadSineachdi蝕ntzplanesby3DSLM
2．‘J実験結果　Fig．2．9のようにシャッタータイミングを同期させた場合の実験結果をFig．2．11
に示す．
（dT＝0．0射光
（b）で＝0．38ee
Fig．2．11Photosof3microbeadsaRersynchronizationofshutterandscamcr
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この実験結果より次のことが確認できた．
（1）　対象物と環境の境界がより鮮明になった．
（2）　撮影時にはレーザは1点に停止している状態なので，レーザトラップ用の波長1064nmの
レーザの干渉光が撮影の瞬間の点のみに抑えられた．
（3）　異なる高さZ＝－2，0，＋2匹lにある3個の？7匹mビーズを26．7岬Vsecで並進操作できた，
以上により，各対象の高さが違うことが明確に確認でき，3DSLMの観察画像が鮮明に得られ
るようになった．
2．7まとめ
本章では，三次元ナノ構造物を組立てる基礎技術となる脂質ナノチューブの操作技術に，疎水
性光硬化性樹脂による機能性マイクロツールを用いることを提案した．疎水性光硬化性樹脂の液
滴に電解質を少量混ぜる事で，液敵同士が容易に合体し，任意のサイズに調整可能なことを示し
た．また，凝析ゲルをマイクロツールとして利用することで，脂質ナノチューブを直接レーザで
操作する時よりも10倍速い搬送速度を実現した．さらに，レーザスキャンを三次元的に行う際，
対物レンズの高速駆動によって発生する画像乱れの問題を指摘し，シャッタータイミングをレー
ザスキャンに同期させることによりこの間題が解決できたことを示した．この方法により，異な
る平面に存在するマイクロビーズ3個を26．7匹〟sec程度での搬送を実現した．これらの結果によ
り，脂質ナノチューブのような棒状のナノ材料の位置，姿勢制御や，より複雑な三次元ナノ構造
物を組立てるための基礎技術を確立したといえる．
参考文献
［1］　A．Ashkin，J．M．Dziedzic，OptlCalTrappingand ManipulationofViruSeSandBacterla，Science，235，1517－1520，
1987
［2l F．Arai，K．Yoshikawa，TSakami，andTFukuda，SyncllrOnizedlasermiCn）manipulationofmultipletargetsalong
eachtrqeCtOrybysinglelaser，AppliedPhysicsLetters，85－19，430ト4303，2004
［3］　ToshimiShimizu，MitsutoshiMasuda，HiroyukiMinami－kawa：“SupramolecularNonotubeArchitecturesBasedon
AmphiphilicMolecules”，ChemicalReviews，105，4，1401－1443，2005E，
［4】IligtlraShi，RSawadaandTIto，OpticallyinducedrotationofatrappedmicT0－Ob］eCtaboutanaxisperpendicularto
thelaserbeamaXis，AppliedPhysicsLettem，72，23，1998
［5］　RJ．Rodhgo，VR．DanaandJ．Glucksted，Real－tlmethrec－dimensionalOptjcalmicromanipulationofmultiple
parliclesandlivingcells，OpticsLetters，29－19，2004
［6］JenniferE，Curtis，B anA．Koss，DavidGGner，Dynamicholographicopticaltweezers，
Opt，Commun，207，169－175，2002
［7］　新井史人，遠藤稔明，山内龍次，福田敏男，光ピンセットによる微粒子の3次元6自由度操作，ロボテイ
クス・メカトロニクス講演会2005，神戸，2Pl－N－079
［8］　A．Ichikawa，F．Arai，K．Yoshikawa，TUchida，T．Fukuda，In－SituformationofagetlTlicTObeadforindirectlaser
mcroman］pulationofmicroorganisms，AppliedPhysicsLetters，Vol・87，No・19，2005－11，pp・191108－1－191108－3
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第3章　フォトファブリケーションによるマイクロツールの製作とレーザ操作
3．1実験システム
実験で用いたシステムをFig．3．1．1に示す．Fig．3．1．2に示すNAl．4，100倍の油浸対物レンズを
取り付けダイクロイックミラーを組み込んだ倒立顕微鏡（Ⅸ71，オリンパスイメージング株式会
社）で明視野観察を行い，レーザの集光もこの対物レンズで行った．また，照明にはハロゲン光
漁を用いた．操作のためのレーザにはFiberlaS打田d：YAG，10糾nm，COn血uouSWaVらMax：4．98W）
を用いた．X－Yステージはステッピングモーターにより粗動させることができる．尚，二つのガ
ルバノミラー（LSA－10A－30，HarmOnicDriveSystensCo．Ltd．）の角度をDCモータで制御すること
でレーザを二次元走査することができる．
光ピンセットでトラップした微小物体を動かす際はレーザの焦点を直接動かす方法と，ステー
ジを動かす相対的方法を用いた．また．ガルバノミラーを高速でスキャニング【1］することにより
多点トラップを行った．
その他として2枚のレンズは光学的に共役点を作りだすために用い，ダイクロイックミラーは
赤外光を反射させ可視光を通過させる．
Halogenlamp
Focusingkns
Fig．3．1．10pticalSyStem
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OalvanoMi汀Or
FiberLaser（Nd：YAG）
Fig．3．1．2Photoormieroscope
Fig．3，1．3pbotoofsymgepomp
3．2フォトファブリケーションによるマイクロツールの製作
細胞操作用のマイクロツールの製作方法をFig．2，2．1に示す．犠牲層にはポジ型のレジストであ
るOFPR－約0－200cP（東京応化工業株式会社）を用いた．洗浄した30mm四方のシリコンウェハ上
に3000叩m20secの条件でスピンコートをし，130℃で30minベイクを行うことにより，厚さ約
2・5l血の犠牲層を作成した．ツール材料にはネガ型のレジストであるSU－83005（化薬マイクロケ
ム株式会社）を用いた・これをイソプロパノールで2倍に希釈し，犠牲層上に4500叩m60secの条
件でスピンコートを行い，90℃で15minプリベイクと，i線（365mm）で150dose程度秀光後90℃
で3miinポストベイクを行った．その後ウェハを横枠しながらSU・8の現像液であるSU＿8
Develope亘化薬マイクロケム株式会社）にlmh浸すことによりSU－8の現像と犠牲層の溶解を同時
に行った．現像液に分散したツールの回収は遠心分離によって行った．現像液と同量のエタノー
ルを加えて2000叩mで5mh遠心分離を行い．さらにDI水に置換し遠心分離を繰り返すことに
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よりツールを濃縮した．尚，犠牲層として利用したOFPR－800は推奨ベイク温度である90℃では
SU－8の溶剤に溶けてしまう．また145℃でハードベイクをするとアセトンにも溶けず剥離が難し
くなる・尚，製作したツールの厚さは約2．5匹lであった．ツールの厚さはイソプロパノールで希
釈割合とスピンコート条件により任意に調整可能である．
SU－8の密度と1064mmに対応する屈折率はそれぞれ1．19g／cm3と1．575である【2，外市販のポ
リスチレンのビーズ（DukeScientificCorporation）とSU－8で同サイズのビーズを作成した場合，水
の中でのトラップのしやすさがどのように異なるか述べる．単にビーズを持ち上げるためにはビ
ーズの半径をr，密度をp，水の密度を恥とすると
弓和一pw）g （2．1）
で表すことが出来る．半径を1．50匹1，ポリスチレンのビーズの密度を1．05g／cm3，重力加速度を
9．80m／S2すると必要な力はポリスチレンビーズでは6．9糾，SU＿8ビーズZでは26．3餌となる．
またストークス抵抗は液体の粘性率をい，ビーズの移動速度をVとすると
β＝6巧∬γ （2．2）
で表される・20℃における水の粘性率を0，01P（lPa・S＝1kg／m・S＝10P），ビーズの移動速度Vを
10Pm／Sとすると，0．28pNである．上記の結果から同じ大きさのビーズと仮定した場合ストー
クス抵抗は同じであるため，持ち上げる力に関して述べると（P－Pw）の比の3．80倍の力がポリスチ
レンに対してSU－8の方が多く必要になる．
シリコンウェハ上に直接パターニングしたツールの写真をFig．乙乙2に示し，光ピンセットで操
作した写真をFig．3．23に示す．Fig．3．2．2とFig．3．23の①，②，③のそれぞれの番号が対応して
いる．ツールの操作のしやすさは形状に依存し，体積が小さい程トラップしやすい傾向にある．
尚，フォトマスクには分解能がlPm以上であるクロムマスクを用いた．
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33スキャニングによるマイクロツールの安定制御
作成した長方形のツールを光ピンセットで操作し，間接的に細胞を操作した様子をFig．3．3．1に
示す．用いた細胞はサ〃gd〉りげぬsp．PCC6803の野生株である．スキャニングでレーザを分割しツ
ールの両端における2点トラップを行い，ツールの姿勢を制御しながらステージを動かすことに
より細胞を押して操作した．これによりマイクロツールを用いた単一細胞の間接操作を実現した．
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尚，一点トラップではツールが回転してしまい姿勢を制御することが困難であった．細胞が動く
速度，つまりツールの速度は10Pm／sec程度であった．細胞を直接トラップすれば100llm／sec
程の移動速度のため，90％程度速度が落ちてしまう．しかし，ツールのサイズを小さくしたりゲ
ルでトラップ点を設けたりするなど，トラップしやすい形状にすれば，搬送速度を遠くすること
ができると考えられる．尚，対物レンズを通過後のレーザパワーは約4mW／cmZであった．
SU－8マイクロツールを用いる最大のメリットは光ピンセットの弱点である熱損傷の影響を回
避できることである．．マイクロツールを活かすために，効率よくマイクロチップ内にツールを投
入し，配置する方法を4．1以降で述べる．
．Jh．、．．．．．、
Cell
Mierotool
Fig．3．3．1Photosofindirectman1pulationofacell
3．4まとめ
SU－8マイクロツールをフォトリソグラフイにより大量に製作し，遠心分離により濃縮したツー
ルを用いて細胞の間接的操作を行った．様々な形状を作成する事により，間接細胞操作以外に応
力を加えて細胞の形状変化を観察する等の応用が考えられる．
参考文献
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第4章　マイクロツールのチップ内への局所投入と配置
4，1実験システム
本研究で用いたシステムは3・1と同じである・また，マイクロチップへ溶液を流すためにFig．
3．1．3に示すシリンジポンプ（KdScientificlnc．）を使用した．その他として，直流電圧の印加には直
流安定化電源（PMC－18－5A，菊水電子工業株式会社）を，交流電圧の印加にはファンクションジェ
ネレーター（FG－272，ケンウッド株式会社）を用いた．
4．2透明電極を有するマイクロチップの作成
表面に厚さ100nmの透明なITO（Indium－TinOxide）を蒸着させたガラス（松浪硝子工業株式
会社）を用い，リソグラフイでマスクのパター土ングを行った後に，ウエットエッチングによっ
てITOマイクロ電極を作成した．マスクにはOFPR－800－30cPを用いた．スピンコート条件は3000
rpmで20sec，プリベイクは90℃で30min，露光条件はh線200doseである．現像液はNMD＿3
（東京応化工業株式会社）を用いた．また，ウエットエッチングの条件は65℃の35％FeClぅ水溶
液を用いて30分間である．エッチング後はDI水で2回リンスをし，アセトンに漬けOFPRを溶
かした．そして綿棒で優しく溶け残りのOFPRを取り，エタノールで2回リンスした．
作成した電極パタンとその拡大写真をFig．4．2．1に示す．これは図中AA，間，BB，間，cc，間，
DD’間，EE’間に直流電圧を印加するとマイクロヒーターとなり，またそれぞれをショートさせ，
AA’とBB’間またはBB’とcc’間等に数MHzの交流電圧を印加することにより電界勾配を発生し，
水中に分散させたマイクロツールに対して誘電泳動を起こすことが可能となる．ツールの形状を
ビーズ状と仮定した場合に働く誘電泳動力は以下の式（4．1）で表される．尚，水の誘電率Esは79．87
であり，SU－8の誘電率扉ま3・28である．
ちgp＝α∇（g2）
α＝4刀rjg∫（
（4．1）
FDEP：dielectrophoresticforcetomicrobead
E：electricfield
r：radiusofmicrobead
ち：permittivityofmicrobead
ち：permittivityofsoIvent
実際にマイクロ電極間に10V，1MHzの交流電圧を加えた際のSU－8マイクロツールの誘電泳
動による配列写真をFig．4．2．2に示す．尚，倒立顕微鏡の対物レンズの倍率を変えて撮影した．電
圧勾配の低い方向に負の誘電泳動力が働き，等電圧電極間に挟まれるような状態でツールが堆積
した・これにより作成したマイクロ電極がツールに対して十分な誘電泳動力を発揮することが確
認された．
電極のパターニングを施したITOガラスに，高さ45岬lのチャネルを形成した厚さ5mmの
PDMS（Silpot184，東レ・ダウコ一二ング株式会社）を組み合わせることによりマイクロチップを
作成した・これは洗浄したシリコンウェハ上にSU－83050（化薬マイクロケム株式会社）をパター
ニングし，それを型として95℃のオーブンに10min入れPDMSに転写し．02プラズマをITOガ
ラスとPDMSの接着面にかけ接着後にホットプレートで120℃で30min熱をかけることによって
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作成した．SU－8のパターニングの条件を述べる．3000叩mで30secの条件でスピンコートし，如℃
で2hプリベイクと，i線（365mm）で450dose程度轟光後90℃で10mhポストペイクを行った．
そしてSU－8Developerを用いて10min橙絆しながら現像した．尚，PDMSはガラスとは接着する
が，汀0とは接着しないため電極部分の面積が大きいと接着性が悪くなり，溶液をチップ内に導
入した際に漏れの原因となる．
Fig．4．2．3に寸法を示す．hput－POrtを（a）とO）），（C）の3つ，D血－POrtを1つ設けた．これは
マイクロチップに直径1．5mmのバイオプシパンチで穴を空けて作成し，そこにテフロンチューブ
とシリコンチューブを挿し，先端をシリンジに接続した．また，直径3mmの円のマイクロチャ
ンバー部分はマイクロ電極上に重なる．実際のマイクロチップの写真をFig．4．3．4に示す．臥導
線と電極は導電性接着剤で接着した．
microelec加des
（a）Overallview
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守．日　華
Fig・3・2・2TrappedmicrotooIsbydielectrophoresticforcewithnowaterflow
：「￥幸一：Ⅰ
（a）PDMScbannel 仲）mmicroelecはOdes
Fig・4・2・3Designofmicrochip
Fig・4・2・4Photosofmicrochip
4．3マイクロツールの投入・固定方法
本研究ではマイクロチップ内におけるツールと細胞の濃度と位置を簡易に調整することを目標
とした・ツ‾ルをチップ内の特定の位置に配置した状態で細胞を導入し，作業を行うことを前提
とし設計を行った．
マイクツールの分散と配置のコンセプトについてFig．4．3．1を用いて説明する．チップ上のマイ
クロチャンバー部分①と②にはMicmelec加delとMicroelechde2と二箇所のマイクロ電極を設
けている・まずマイクロツールの分散について述べる．Micmele伽del上に大量のツールが混合
したゼラチンを配置しておき・電極に直流電圧を印加しマイクロヒーターとする・そしてhput－pO止
（a）とD血－pOrtのみ開いた状態とし，hput－pO叫a）からシーノンジポンプを用いて水を注入すること
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によってゼラチンが水に溶けツールが流れに乗ってマイクロチップ中に分散することとなる．こ
のイメージ図をFig．4．3．2に示す．次にツールの配置について述べる．Micm1ec打Ode2に高周波の
交流電圧を印加し，電極を誘電泳動トラップとし，hput－pOrl（a）からDmhpo止方向への流れるツ
ールを電極上にトラップすることによって限られた範囲の中に大量のツールを配置することが可
能となる．このイメージ図をFig．4．3．3に示す．さらに，ツールを固定した状態で水を流し続ける
ことにより，不要なゼラチンをDT血tpodから排出し，チャネル内を完全に水に置換することが
出来る．続いてhput－pOrt（a）を閉め，Input－pOrl（C）を空けそこからシリンジポンプを用いて細胞
をチップ内に導入する．そしてbput－pO叫C）とD血一匹血を閉じ，光ピンセットによってツールを
移動させることによって細胞操作が可能となる．
その他に，Micmelec打Odel，Microeloctrode2の両方を誘電泳動トラップとして用いた場合を考
える．まずhput－pOrt（a）よりツール1を含む水溶液を流し，Microelec加delに配置する．次に，
hput－pOrt（a）を閉じ，bput－pOrt（C）よりツール2を含む水溶液を流すことによりMicroel¢CtrOde2に
配置することができる．このようにして，一つのチップ上に二種類のツールを局所的に配置する
ことが可能となる．
そのほかの応用例として，MicTOeleC廿Ode2に細胞などの対象物を配置した状態で（C）と（d）から2
種類の溶液を流し，その混合比を変えることにより，その影響を調べることなども考えられる．
しかし，その場合は誘電泳動力が細胞に与える影響を考慮する必要がある．
Dam一四正
（1）m血喝microtooIshmicro血ip
Tl1nllトnnTtm1
（3）PositioningofmicrotooIs
〉ゼ一三守
（2）Ⅰ再ecdonofmicrotooIs
（4）h廿OducdonofcellS
（5）Lasermamipulation
Fig．4．3．1ConceptofiQjectiOnandpoSitionlngOfmicrotooIs
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MicrotooIsinGelatin
O））WithDCvoltage
Fig．4．3．2ImageofmimheatersandmicrotooIsingelatin（sideview）
Microelectrodes
Fig．4．3．3Imageof叫PingmethodbydielectrophorestiCforce（Sideview）
4．4マイクロツールの投入美験
マイクロチップ上にマイクロツールを含むゼラチン（ゼライス，ゼライス株式会社）を固定し，
溶解することによりピンポイントに投入することを可能とした．ゼラチンの溶解にはマイクロヒ
ーターを使用した．マイクロヒーターの発生する熱エネルギーはジュールの法則より
9＝0．24×ExJxJ （4．2）
で表される．直流電圧10V，抵抗5knとすると，1秒間で発生する熱量は4．8×10‾36山である．
直径31nm．高さ4叫mのマイクロチャンバーの容積は3．2×10‾J m）であり，全容積が水である
と仮定すると熱利用効率を5％と仮定した場合，一秒間で約30℃上昇すると考えられる．そのた
めマイクロヒーターは十分に実用的であると考えられる．
Fig．4．5．1に実際にマイクロヒーターを用いてゼラチンの溶解した写真を示す．これはゼラチン
がマイクロヒーターによって溶け，固められていたポリスチレンのビーズがDrah－pOr【の方向に
流されていく様子である．ビーズの速度はシーノンジポンプの流速と印加する直流電圧値によって
制御できる．直流電圧を切るとビーズは動かなかった．Fig．4．5．2はゼラチンが溶け，ビーズが流
された瞬間の写真である．左の写真の二つのビーズが右の写真では流されて消えていることが分
かる．これより，チップ上でツールを含むゼラチンを加熱することにより，ツールをチップの特
定の場所にピンポイントに投入することを可能とした．
次に，誘電泳動力を用いて流れのあるマイクロチップ中にマイクロツールを固定できるかどう
かの実験を行った．チップにシリンジポンプを用いて大量のポリスチレンのビーズを分散させた
水を注入し，マイクロ電極間に1MHz，10Vの交流電圧を印加した．その結果，速度が約60Pm／
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Sであるビーズが誘電泳動力により電極にトラップされることFig．4．5．3のように確認された．交
流電圧を切るとトラップされていたビーズがDmh－pOh方向に流されて行った．これにより電極
を用いてマイクロチップ内の局所的にツールを配置できることが示された．尚，ビーズの速度を
200トm／secにした状態では誘電泳動力の影響を受けるもののトラップされることはなかった．し
かしながら式（4．1）より，誘電泳動力は電圧の二乗に比例するため電圧を上げる事により速い速度
であっても使用できると考えられる．
尚，上記のゼラチン溶解と誘電泳動の実験は併用可能である事を確かめた．
Fig．4．4．1Photoofmicrobeadswhichwereputingelatin
許・萎■忘
Fig．4．4．2Sequentialshotsofdisappearingbeads
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（a）photoofstackdbeads仲）Pbotoofnowhgbeadsaferpoweroだ
Fig．4．4．3Photosof叫andreleaSeOfbeads
4．5まとめ
ゼラチンを用いてマイクロチップ内に局所的にツールを投入することを可能とした．ポリスチ
レンビーズを含むゼラチンを予めチップ内に固定し，シリンジポンプを用いて溶液を投入した後
にマイクロ電極を通電加熱することによってゼラチンは容易に溶解し，ビーズをチップ内に分散
することに成功した．チップ内に分散したビーズはマイクロ流路の流れによって搬送し，マイク
ロ電極間に電界勾配を発生して誘電泳動力によって固定することが可能である．
提案手法により，任意形状のマイクロツールをマイクロチップ内の作業領域に簡単に投入する
ことが可能であると考えられる．
34
第5章　機能性ゲルによるチップ内での局所環境計測
5．1臭験システム
本研究では倒立願微鏡（Ⅸ71，オリンパスイメージング株式会社）で明視野観察を行った．用
いた試薬は酸性領域のpH指示試薬であるBCG（BromocresoIG代en，和光純薬工業株式会社），pH4．01
と6．86の中性りん酸塩pH標準液（東亜ディーケーケー株式会社）と水溶性感光樹脂のAWP
（Azidc－unitPendantWateトSOlliblePhotopolymer，東洋合成株式会社）である．
Fig．5．1．1はUV秀光によるAWpが水に不溶になる様子を示している．AWTは水に可溶でガラス基
板上にリソグラフイによって任意のパタンを形成できる．パターニングの分解能は膜厚が薄いほ
ど高く，膜厚が2Pmの場合においては10匹個方の四角形が限界であった．リソグラフイ過程に
おいて厚さはスピンコートと濃度によって調整でき，UV露光後にDI水によって現像する．形成さ
れたバタンは水や有機溶媒，例えばメタノールやTHF中において一週間以上も保ち続ける．尚，
ガラス基板上での接着力はマイクロ流体実験（流速2000p血S以上）において十分だと示されてい
る．
また形成されたパタンは吸水性に富み，水溶性の染料で容易に染める事が出来る．AWPの構造
式をFig．5．1．2に示す．図中の青色の部分はPVAとのアセタール化物が安定であること，橙色の部
分はアジド系感光基を示し，緑色の部分は酸性で水溶性かつ接着性があることを示している．
Cros㌻link
（わBefbreUVexposu托
Photosens柑ve9rOuP
仏）A鮎rUV既pOSu托
Fig．5．1．1MechanismofhydrogelfomationbyUVexposure
Fig．5．1．2Struchpe払nnulaorAW
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5．2pH感知表面のバターニング
Fig．5．2．1はガラス基板上にコートされたpH感知表面を示している．これはAWTをBCGによっ
て染色して作成しており，pH4と7では色が異なることが明白である．pH感知表面の測光的性質を
Fig・5・2．2に示し，これは分光光度計によって評価された．表面の最大透過率を示す波長はpH4の
状態で565nm，pH7の状態で477nmであった．これはBCGのプロトン化と脱プロトン化に対応し
ている．
pHはCCDで取得したイメージ画像から測定することができる．表面の色とpHとのキャリブレー
ションを行った．CCDの色情報は一般的にROB情報である．RGB値は輝度の影響を受け，その影
響を減らすためYCだb値に以下の式（5．1）を用いて変換したtl】．
y＝0．229月＋0．587G＋0．114月
Cr＝0．5000月－0．4196－0．081月
C占＝－0．169ji－0．3316＋0．500月
（5．1）
ここでYは輝度を示し，Crは赤の色差，Cbは青の色差を示している．BCGの色はpHが増大すると
黄色から青色に変化するため，pHをCrとCbでキャリブレーションをした．キャリブレーション結
果をFig．5．2．3に示した．pHとCr値に比例関係がある事が分かり，式（5．2）はプロットの線形近似式
を示している．相関係数は約0．粥であり，この結果からpH値はおよそ0．2の精度で計測可能となっ
た．色の変化の応答は1秒以下であり，流体の速度による．
〆7＝－5．8×10‾2×α＋4．7 （5．2）
Fig．5．2．4はリソグラフイによって形成したpH感知表面の2Dパタンの一例を示している．このよ
うに任意形状にパターニングが可能である．本研究ではガラス基板上にパターニングし，BCGで
染色したAWPを用いてpHセンサを持つマイクロチップの作成を行った．
パターニングの条件について述べる．4．Owt．／％のAWp水溶液を500rpmで10Sスピンコートし，
55℃で30minベイクをしたのち，i線で150dose露光を行い，現像液とリンスにDI水を用いて15min
かけて現像した．
1mmmmⅢm冊打〔▲て㌻
舶l如拙仙血仙L⊥」
（a）pH4 仲）pH7
Fig．4．2．lPhotographsofpHsensitivcsurfaceonglass
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5．3チップ内におけるpH計測
作成したpHセンサの有用性を検証するため，PDMSマイクロチャネル中にpH4とpH7のりん酸
酸塩pH標準溶液の二層流を流しpH分布が表れるのか計測した．Fig．5．3．1は使用したチップの模式
図である．このチップには2つのhputporはD血ponを1つ設けてある．また，溶液横枠のため
の磁性微粒子とPDMSの混合物で作成したマイクロ按拝子を配置しており，これは外部の磁場回
転によって回転する【2，3，4］．尚，pHセンサはマイクロチャネルに沿って配置している．
Fig．5．3．2はマイクロ撮梓子の制作方法を示している．マイク口授幹子の型はネガ型のレジスト
であるKMPRlO50（化薬マイクロケム株式会社）を用いて作成した．pDMSと磁性微粒子の1：
1の混合物をパターニングした穴に流し80℃でペイクし，最後に剥離剤であるRemov6rPG（化薬
マイクロケム株式会社）に浸しレジストを落とすことによって回収した．この手法を用いると，
Fig．5．3．3に示すような高い精度のマイクロスターラーを製作することが出来る．これらの厚さは
約8011mである．
Fig．5．3．4は1000から5500Ipmの速度でマイク口授幹子が回転している様子の写真である．用い
た溶液はDI水を染色したものである．青い溶液はMe血yleneblue（和光純薬株式会社）を溶かして
おり，黄色い溶液は食品着色料を溶かしている．色の変化から二つの癒液が橙搾されている事は
明白である．尚，定量評価は行われている［4】．
Fig．5．3．5は二層流と混合流におけるpH計測を示している．チップ中にpH4とpH7のりん酸酸塩
pH標準溶液をそれぞれ流した．これらの溶液は本来透明だが，pHセンサが反応する事によってそ
の色が二層流と混合流では色が写真のように変化し，チップ内を流れる溶液のpH状況をリアルタ
イムに判断する事ができた・これによりpHセンサを用いてマイクロチャネル中でpH分布を二次元
的に計測できることが示された．pHセンサのパターンやマイクロチップの形状を工夫する事によ
り，例えば，チップ内に細胞を配置した状態でチップ内を流れる溶液のpH分布とそれが細胞に与
える影響を同時に観察する，などの応用が期待できる．
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5．4チップ内細胞観察
マイクロチップ中に配置したイースト菌細胞の周囲のpHを計測した．Fig．5．4．1にチップの作成
方法を示す．ガラス基板の上に6．Owt．％のAWp水溶液を500Ipmで10secの条件でスピンコートし，
55℃のオープンで20m血プリベイクを行った．その後，全面露光をi線で150doseの条件で行った（a）．
生成した膜の厚さは約4Pmであった．これをBCG飽和水溶液によって着色し，さらに55℃のオー
プンで20minベイクをLpHセンサを作成した匝）．マイクロチャンバーと流路内に細胞を留めるた
めの三角形のマイクロピラーを設けてあるマイクロ流路はシリコン基板上にパターニングした
SU－83005をPDMSで型取りして作成した（C），（d）．尚，SU－83005のスピンコート条件は1000rpm
で20secであり，流路の高さは約10匹mであった．その後，直径1．5mmのパンチを用いて二つのhput
と一つのolltPutを作成し（e），PDMSとpHセンサの接着面に02プラズマをかけボンディングを行い，
最後にテフロンチューブとシリコンチューブを挿した（勺．AWP表面とpDMSはプラズマボンディ
ングにより接着する．
Fig．5．4．2の（a）と仲）にPDMSチップのマイクロチャンバーの写真とイメージ図を示す．流路は厚
さ7匹のPDMSの壁によって仕切られ　二つのマイクロチャンバーを形成している．そこにはマ
イクロピラーが多数配置している．細胞はピラーに付着し，CCDによってその様子が観察された．
（C）は上下の流路に共にpH7のりん酸酸塩pH標準溶液を流し，（d）は上の流路にpH4，下の流路にpH
7のりん酸酸塩pH標準溶液を流した写真である．この写真を見て明らかのように細胞周囲のpH環
境を明らかにしつつ直径3匹nの細胞自体を観察する事が出来た．この技術を用いれば，大きさが
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5．5まとめ
パターニングした水溶性感光樹脂のAWTにpH指示薬であるBCGを染み込ませることにより
pHセンサを作成し，PDMSマイクロ流路と組み合わせる事によりリアルタイムpH計測機能を持
つマイクロチップを作成した．また，二層流を用いてpHセンサの有用性を示した．また，イー
スト菌をチップ内に配置し，細胞周囲のpH環境を明確にしつつ観察を行った．AWPと様々な試
薬を組み合わせる事によりバイオケミカル実験への応用が期待される．
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第6章　オンチップ限定空間における細胞計測
6．1実験システム
本研究で用いたシステムはFig．3．1．1と同等である．3．1と同様にマイクロチップへ溶液を流す
ためにFig，3．13に示すシリンジポンプ（KdScientincInc．）を使用した．
用いた試薬は溶液染色用のRhodaminB（和光純薬工業株式会社），培地のBGll，高浸透圧スト
レス用のSorbitolとNaClと，透水性の壁材料として利用したAWである．
6．2細胞観察用チップの作成
細胞の二種類同時比較観察用チップについて述べる．このチップは直径2岬の即〃eC如呼ぶぬsp．
PCC6803の野生株とMscL破壊株，水チャネル破壊株，水チャネル過剰発現株の高浸透圧または
低浸透圧ストレスをかけた際の行動形態のリアルタイム比較をすることを目的としている．その
ために異なる株の細胞を同じタイミングで溶液置換を行える設計とした．
Fig．6．2．1にチップの模式図とピラー部分のSU－8パタンの写真を示し，また，Fig．6．2．2に
3D－CAD図を示す．これはSU－83005をシリコンウェハの上にパターニングして，それをPDMS
に転写し30mm四方の厚さN0．1のカバーガラスと接着することによって作成した．100倍の油
浸対物レンズで観察するためにN0．1のカバーガラスを用いた．尚，スピンコートの条件は3000
叩mで20secであり，露光条件はエマルジョンマスクのハードコンタクトでi線を130doseであ
る．Fig．6．2．3に作成したマイクロチップの写真を示す．
チップには二つのIn－pOrtとDrain－pOrtがあり，ここにはPDMSに差し込むテフロンチューブと
シリンジポンプにつながるシリコンチューブを組み合わせている．それぞれのh－pOrtから異なる
株の細胞を含む溶液を流し，チップ内に配置して同時に観察を行う．またFig．6ユ2の（d）に示すよ
うに流路内に三角形のマイクロピラーを設けており，ここに細胞が留まる．尚，実際はリソグラ
フイの分解能の限界から角が丸まっている．流路の高さは約5．5Pmである．Fig．6．2．2では水色の
部分に溶液が流れる．（d）に示す二本の流路の仕切りの最も薄い部分の厚さは約7Pmである．5Pm
程度まで薄くすることが可能であるが，流体圧をかけた際にはがれる危惧がある．尚，二本の流
路の片方のみに溶液を流す実験を行い，仕切りからの漏れがない事を確認した．それゆえ二種類
の細胞が仕切りを越えて混合する事はないと考えられる．
溶液の置換はDrain－pOrtから行う．二つ設けているため二回置換が可能である．置換の際にFig．
6．2．2の仲）に示すように分岐点を完全なT字路にしていないため二本の流路のタイミングのずれが
小さくなる．また，マイクロピラーを流路の横幅全体に設けると細胞やゴミ等で詰まってしまう
恐れがあるため，ピラーかない隙間を設けている．
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Fig．6．2．3Photoofamicrochip
63チップ内の透過性の蜜と光ピンセットを用いた榔胞観象システムの構築
AWを用いたマイクロチップと光ピンセットによる細胞操作を組み合わせて単一細胞の長時
間観察システムの構築を行った．AWPは一般的なレジストと同等にマスクを用いてパターニング
が可能である．これを用いて，チップの流路中に光ピンセットで細胞を運ぶ透水性の部屋を設け
た．これは高さ約2岬のPDMS流路とカバーガラスに高さ2．5Pm以上のAWPをパターニング
したものを組み合わせて作成した，Fig．6．3．1にチップの模式図と仕組みを示す・まず，細胞をチ
ップの中にシリンジポンプを用いて導入し，流路内の流れが収まってから光ピンセットでAWP
に囲まれた部屋に細胞を運ぶ．そして着色した高浸透圧溶液等で置換する．するとチップ内が溶
液で置換されたタイミングがAWpの着色具合で分かり．尚且つ細胞が流されことがないため狙っ
た細胞を観察し続けることができる．尚，AWのスピンコート条件は4．Owt．％の溶液を450rpm
で10secである．
Fig．6．3．2に流路とAWp（赤色で示す）の3D－CAD図を示す．また，チップ中にAWPの構造物
は水を流した際に平面図で2倍程度膨張する．この特徴から膨張を計算し大きめの部屋を作成し
た．横から見たイメージ図をFig．6．3．3に示す．AWpは流路の高さよりも高く設定することによ
り，隙間から部屋の中に速度の速い流れが入る事がなく安定して細胞観察を続ける事が出来る・
実掛こ光ピンセットを用いてAWpの部屋に細胞を運び，溶液置換を行った写真がFig．6．3．4で
ある．
光ピンセットを用いて細胞を操作する際に流路中の流れが安定していないと難しい．今回利用
しているチップは流路の容積が非常に小さいため，In－pOrtとDrain－pOrtの圧力差がわずかであっ
ても細胞が10叫m／S以上の速度で流れてしまい捕捉できない．そのため，Fig・6且5のように改
善点としてチューブ差込部分をPDMSで固めた．これにより各騨雨の穴とチューブの隙間がなく
なり，結果として流路内の流れの落ち着く時間が早くなりデータの採取効率が上がった・
このシステムにより従来実現できなかった溶液置換を伴う二時間以上の細胞観察が可能となっ
たが，上記に述べたチップは細胞をAWPの部屋に配置後の溶液置換において主に二つの開題点
があった．一つ目は，一度の溶液置換に40・50分と時間がかかりすぎることである．これはチュ
ーブを接続する各阿山の容積が流路と比較して大きいことと，AWpに高水圧をかけると破損して
しまうことに由来する．尚，過去の実験で溶液の注入速度を100PUhで10分程度継続した場合
にAWPが破損したことが確認された．そして，二つ目は溶液置換の際にチューブから気泡が入
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った場合，流路に気泡が到達した際に部屋の中の細胞も流してしまうことである．
溶液置換をスムーズに行う際にチップを再設計し，その3D－CAD図をFig．63．6に示す．溶液置
換をスムーズに行うために各portの数を増やした．尚，流路の高さは約2岬lであり，AWPの高
さは2いm以上である．
細胞を導入する際はIn－POrt（b）のみオープンした状態からIn－POrt（a）から細胞を含む溶液を500pl／
h程度の従来の10倍の速度で流し，まずh－pOrt（a）とIn－pOrtO））間の流路に溶液を導入する．その後
溶液の注入速度を50LLl／hに落とし，Drain－POrtO））をオープンし，h－POrt（b）をクローズする．そう
してFig，6．3．6中の2の部分のAWPの部屋がある部分に溶液を導入し，全てのportを閉じ流れが
安定してから光ピンセットで細胞を部屋に搬送した．臥　各portのオープンとクローズはportに
つながれているシリコンチューブをピンチコックで閉めることによって行った．光ピンセットを
用いて細胞を配置した後に各種置換用液を導入する際は，まず注入するDraln－pO叫a）の隣の
Drain－pOrtO，）をオープンし500Lll／h程度で置換用液を注入し，気泡をDrain－POrtO））から押し出し
Drain－POrt（a）とDrain－POrt（b）の間の流路を置換する．この方式では約10分でチップ内の溶液置換が
可能となり，従来の8割以上の時間の節約ができた．その後溶液の注入速度を50PUhに落とし，
ln－POrt（b）をオープンし，Drain－pOrt（b）をクローズする．二度目の溶液置換の際はDrain－pOrt（C）から
同様に注入する．
その他の改善点として，Fig．6．3．6中の1の部分にチャンバーを設けた．ここは流路よりも面積
が大きいため，細胞が流れる速度がゆっくりとなり溜まりやすくなる．流路に浮遊する細胞を捕
まえられなかった際にここから搬送してAWPの部屋に連れて行く．
Fig．6．3．7に今回の実験システムを用いて野生株の細胞をを水から3Mのsorbitol溶液に交換した
際の大きさの変化のグラフを示す．従来のマイクロチップでは10分程度の観察しかできなかった
が，1時間以上の観察を行うことができた．細胞は1時間以上経過しても100％の大きさまで回復
することはなかった．これにより細胞は高浸透圧条件化に完全に適応せず，このような条件化に
おきつづけるとダメージを受け続けるという可能性が考えられる．
Fig・6・3・8にAWPの各種溶液中の膨潤率の比較のグラフを示す．厚さ約23pmのAWPをガラ
ス基板上にラインの太さを変えたものを多数パターニングし，エタノール，Dl水，BGll，BGll＋3M
ソルビトールの4種の条件膨張率がどのように異なるのかを調べた．これは各種溶液に浸す前の
ライン幅をa，浸した後のライン幅をa，とすると，膨張率XはJ＝100（α1－8）で表される．
エタノールのみAWPに浸す前と後で膨張率が10％を超えるものはなく，総数の70％以上が浸
す前と後で変わらないか逆に縮んでしまっていた．DI水に関しては70％以上が10％以上膨張し
ており，またBGllとBGil＋3Mソルビトール溶液に関しても半数以上は10％以上膨張していた．
ライン幅が20から40lunのもはそれ以上の幅のものと比較して膨張率が2倍程度高い傾向にある．
これはAWPの厚さが約2．3llmであり，膨張率をライン幅の変化から求めているためアスペクト
比の高い方が膨張した際の影響が膨張率に大きく関与するためだと考えられる．
今回の実験システムを用いることにより，繰り返し溶液の置換をすることによる細胞に与える
影響の観察や，チップ周りの温度を30℃付近に保ち培地を流し続けることによるチップ内での細
胞培養等の応用が期待される．
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6．4まとめ
サneChocystねsp．PCC6803の細胞観察用の溶液置換マイクロチップを作成た．また，AWPを用い
てマイクロチップの中に透水性の部屋を設け，そこに光ピンセットで細胞を連れて行き溶液置換
をするという，長時間観察システムの構築を行った．オンチップ限定空間における細胞計測が可
能であることを示した．
第7章　結論
7．1まとめ
本研究では細胞の機能とその仕組みを解明するため，細胞が環境中の外部刺激に対してどう反
応し，どう状態を変化させるのかを計測するためのシステムの基盤技術に関して研究を行った．
主な研究成果を以下にまとめる．
（1）三次元レーザマニピュレーション：細胞などの対象物を三次元空間で操作し，目標物を高
速で操作するための三次元レーザマニピュレーションを実現した．従来のガルバノミラーの二次
元走査に加えて．対物レンズを上下方向に駆動することで，レーザの焦点位置を三次元的に制御
した．このとき，CCDカメラの撮影タイミングを対物レンズの駆動タイミングと連動することで，
画面のプレをなくすことに成功した．
（2）マイクロツールによる三次元操作：各種マイクロツールを考案して製作し，マイクロツー
ルの三次元制御により対象物を間接操作する技術基盤を確立した．
（3）オンチップ限定空間形成：マイクロチャネル内にフォトリソグラフイによってパターンニ
ングした限定空間を形成し，その内部で細胞の特性を評価することが可能な実験系を構築した．
光硬化性樹脂を用いてマイクロチャネル内に垂直半透膜を形成し，マイクロチャネル内に限定空
間をその場形成した．また，オンチップpH計測センサを実現して，評価した．
（4）三次元マルチスケール操作を用いたオンチップ限定空間における細胞計測：三次元レーザ
操作とバイオチップ内部の流体制御を組み合わせて，mmスケールからnmスケールにわたるマ
ルチスケール操作システムを構築した．フォトリソグラフイによりマイクロ流路を有するバイオ
チップを構築し，細胞の長距離搬送や光ピンセットによる三次元操作を行った．また，バイオチ
ップ内部に限定空間を構築し，ここに細胞を搬送しオンチップ細胞培養・計測実験が行えるよう
になった．これにより，細胞の変化を長時間にわたって安定して計測できるようになった．
7．2今後の課題
本論文で作成したマイクロツールの形状を変えることにより，細胞へ応力を加える等の応用が
考えられる．スキャニング法やGPC法を用いてツールの多点トラップを組み合わせると，複雑な
形状のツールを高い精度で操作することが期待できる．
マイクロチップ内で誘電泳動を用いることにより，マイクロツールの自己整列や自己組織化等
が考えられる．これを実現するためにはマイクロチップ内における流体圧力と誘電泳動力の釣り
合いの解析と最適化が求められる．
その他に，AWPを用いたマイクロチップの利用方法としてpH以外の指示薬を用いることが考
えられる．この問題点として分解能がpHの場合は約0．2と低いためその向上と，温度補正が挙
げられる．また，AWPを用いた細胞の長時間観察システムは，溶液の繰り返し置換等の従来難し
かった実験への応用が期待される．
最後に，提案したシステムを用いて細胞の機能や特性の計測に役立てることができるため，今
後ともさらなる発展が期待できる．
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